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RESUMEN 

€1 estudlo de los invertebrados marinos desde el punto de vista ultraestructural presenta multiples 
inconvenientes relacionados fundamentalmente con los problemas de la fijacidn. 

Nuestro estudlo pretende reducir al mdximo los artefactos debldos a la fljacidn medlante el enaayo de 
una serle de par6metros que Influyen declslvamente en la calldad de la fljacldn. Hemos estudlado el 
resultado de: 1) Distfntos medlos fljadores, entre los que se encuentran: Glutaraldehfdo, Paraformalde- 
hldo, Acroiefna y Permanganato pot$slco. 2) La osmolaridad final de la mezcia fijadora. 3) El pH. 4) La 
temperatura. 5) La duracldn de la fljacIPn. Nosotros demoatramos que todos ellos de una u otra forma 
afectan a la calldad de la fljacIPn. 

ABSTRACT 

To study marine Invertebrates from the ultrastructural point of view presents some difficulties funda¬ 
mentally related with the fixation of the specimens. 

The purpose of our study Is the reduce to minim u m the artifacts due to fixation by assaying a number of 
parameters affecting the quality of fixation, such as: 1) Different fixatives (glutaraldehyde, paraformal¬ 
dehyde, acrolein and potassium permanganate). 2) The total osmolarlty of the fixative. 3) The pH. 4) The 
temperature. 5) The duration of the fixation. 

We demonstrate that one way or another, these factors affect the quality of the fixation. 
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INTRODUCTION 

El estudio de los invertebrados marinos desde 
el punto de vista ultraestructural presenta multi¬ 
ples inconvenientes relacionados fundamental¬ 
mente con los problemas de fijacion. 

Los moluscos Opistobranquios, no son una 
excepcion y pese a ser un grupo de animales que 
han tornado gran relevancia actualmente como 
modelo de estudio del comportamiento de siste- 
mas “simples” (Alkon, 1983; Scheller y Axel, 
1984), las fijaciones de microscopia electronica 


utilizadas habitualmente distan mucho de ser 
optimas. 

Muchos autores tratan de optimizar la fijacion 
de los diversos tejidos, tanto en mamiferos (Lee 
y cols., 1982; Arias, 1984) como en invertebra¬ 
dos (Bell y cols., 1969), si bien en opistobran¬ 
quios existen grandes divergences entre los 
distintos investigadores y entre los distintos 
organos estudiados. 

Por todo ello, el objeto de nuestro trabajo es 
reducir al maximo los artefactos debidos a la fija¬ 
cion, mediante el ensayo de una serie de varia- 


(*) Dpto. de Morfologia Microscopica. Fac. Biologia y Medicina. Universidad de Oviedo. C/. Julian Claveria 
s/n. Oviedo. 
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bles, ya observadas por Karlsson y Schultz 
(1965) y Schultz y Karlsson (1965), que influ- 
yen de una manera decisiva en la calidad de la 
fijacion, consiguiendo unas condiciones de fija¬ 
cion 6ptimas que contribuyan a la realizacion 
habitual de estudios de microscopia electronica 
en estos animales. 

MATERIAL Y METODOS 

Para este estudio se han utilizado 20 ejempla- 
res pertenecientes a 3 familias de opistobran- 
quios: Elysia viridis (Ascoglossa), Aplysia 
depilans (Aplysiacea), Spurrilla neapolitana y 
Facellina coronata (Aeolidiacea), capturados a 
lo largo de los aftos 1981 y 1982 en El Puntal y 
Bafiugues (Asturias). 

Los animales fueron anestesiados con hidrato 
de cloral, seccionando posteriormente los rino- 
foros e introduciendolos rapidamente en el 
fijador. 

Se han utilizado 5 fijadores a los que se vario el 
liquido fijador, su concentracion y la osmolari- 
dad final y real de la mezcla fijadora. (Tabla 

I.) 

Asimismo se combinaron dichos fijadores con 
tamp6n fosfato a distintos pHs, variando desde 
7,4 hasta 7,8. 

La acroleina fue usada como fijador en algu- 
nas pruebas, si bien fue desechada por su alta 
peligrosidad, asi como por no presentar unos 
resultados sensiblemente diferentes con res- 
pecto a otros fijadores. 


El permanganato potasico al 2% se ha em- 
pleado como fijador optimo de membranas. 

Una vez completada la fijacion durante 4 
horas como minimo, se procedio a la postfijacion 
en tetroxido de osmio al 1 % durante 2 horas. La 
deshidratacion se realizo en acetonas de concen¬ 
tracion creciente. 

Para la inclusion se utilizo resina Epon; los 
cortes de aproximadamente 600 A fueron obte- 
nidos en un ultramicrotomo LKB, siendo con- 
trastados con acetato de uranilo y citrato de 
plomo segun las tecnicas convencionales. Las 
muestras fueron observadas y fotografiadas en 
un microscopio electronico Zeiss EM9. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Nuestra primera observacidn a partir de las 
multiples pruebas de fijacion realizadas, es que 
los animales antes de ser introducidos en el fija¬ 
dor han de estar totalmente relajados, de manera 
que si se les hace una incision en cualquier parte 
del cuerpo, especialmente en los rinoforos, no 
respondan a ella. Para poder conseguir esa per- 
fecta relajacion muscular hemos utilizado diver- 
sos anestesicos (MS-222, cloruro de magnesio, 
etc.), llegando a emplear habitualmente el hidra¬ 
to de cloral a una temperatura de 0°C. 

Las piezas, nunca superiores a 2 mm., se intro- 
ducen en el fijador a la temperatura de 4°C, 
donde se mantienen durante un tiempo no infe¬ 
rior a 4 horas, ya que los fijadores con los que 
hemos obtenido los mejores resultados contie- 


TABLA I 


FIJADOR 

1 

2 

3 

4 

Glutaraldehido 

2,5% 

3% 

4% 

6% 

Paraformaldehido 

1% 

2,5% 

3,5% 

4% 

Tampdn 

0,1M 

0,1M 

0,1M 

0,1M 

Cl Na 

1% 

1% 

1% 

2% 

Acido picrico 

6% 

6% 

6% 

6% 

Osmolaridad 

981 

1632 

2030 

2710 


Tabla I.— Algunos fijadores empleados con sus osmolaridades reales 
Some of the fixatives used with their real osmolarity 
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Fig. 1.— Imagen panoramica de epitelio fijado con glutaraldehido 6% y paraformaldehido 4% 
(mOsm. 2710) (x9870). 

Panoramic view of epithelium fixed with 6% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde 
(mOsm. 2710) (x9870). 

Fig. 2.— Fijacion optimizada de reticuo endoplasmico rugoso de una celula epitelial. Fijador: gluta¬ 
raldehido 6% y paraformaldehido 4% (mOsm. 2710) (xl5.330). 

Optimalfixation of rough endoplasmic reticulum of an epithelial cell. Fixative: 6% gluta¬ 
raldehyde and 4% paraformaldehyde (mOsm. 2710) (xl5.330). 


nen glutaraldehido, el cual es un fijador lento y 
tarda en penetrar. 

Es conveniente emplear el glutaraldehido 
determinado por el metodo de Frigerio y Shaw 
(1969), ya que la concentracion real del glutaral¬ 
dehido comercial no corresponde con su concen¬ 
tracion nominal. Igualmente es aconsejable 
utilizar el glutaraldehido a una concentracion del 
4% como minimo, para obtener buenos resul- 
tados. 

Recomendamos la utilization de un osmome- 
tro para la determination real de la osmolaridad 
de los fijadores (Gonzalez-Aguilar, 1982), pu- 
diendo este aumentarse sin alterar la concentra¬ 
cion del fijador o mezcla de fijadores simplemen- 
te con ahadir cloruro sodico. 


El fijador con el que hemos obtenido los mejo- 
res resultados ha sido una mezcla de glutaralde¬ 
hido, paraformaldehido y acido picrico, en las 
concentraciones expresadas en la columna 4 de 
la Tabla I. (Lam. I, Fig. 1). 

Siempre se mantuvo el pH mas cercano al del 
agua del mar donde eran capturados los anima- 
les, pues de lo contrario la vacuolization cito- 
plasmica era semejante a la ocasionada por el 
permanganato potasico (Fig. 1). 

Todos los bloques eran postfijados en tetro- 
xido de osmio para evitar la retraccion, no siendo 
necesario emplear concentraciones en la postfi- 
jacion superiores al 1 %. 

El fijador 1 (Tabla I), de baja osmolaridad. 
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produjo una intensa vacuolization en el cito- 
plasma de las celulas epiteliales, dando lugar a la 
desaparicion en muchas de las vacuolas de las 
tipicas concreciones biancliformes (Arias y 
cols., 1984) a causa de la retraction sufrida por 
el tejido. A medida que se aumenta la osmolari- 
dad, el citoplasma va aumentando en densidad, 
en organelas diferenciables y en estructuras gra- 
nulares, tales como ribosomas(Fig. 2) propias de 
celulas funcionales. 

Clasicamente se habla de las mitocondrias 
como exactos marcadores de las variaciones 
osmoticas y por lo tanto reflejo de una buena fija¬ 
cion, pero en estos animales las mitocondrias no 
parecen reflejar de manera exacta las variacio¬ 
nes sufridas por las celulas (Lam. I, fig. 2 inset y 
3 inset). 

Aunque hay fijadores que preservan perfecta- 
mente las membranas, como es el caso del per- 
manganato potasico, provocan sin embargo una 
extraction masiva del resto de las estructuras 
(Lam. I, Fig. 4). Otros, como el acido picrico, 
preservan preferencialmente el citoplasma. 

La optimization de la fijacion se consigue 
cuando todos los tejidos y estructuras celulares 


de los mismos permanecen. Esta buena fijacion 
se ha conseguido en los animales estudiados con 
el fijador 4 (Tabla I), con el cual se observan per- 
fectamente fijadas las estructuras del tejido 
conectivo y muscular, asi como del tejido eplte- 
lial. Esto permite, junto con la observation de 
sus organelas celulares, la realizacion de estu- 
dios morfometricos, con objeto de conocer las 
variaciones sufridas por las celulas en distintos 
momentos funcionales, tanto en condiciones 
naturales como experimentales. 
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Fig. 1Rinoforo fijado con glutaraldehido 2.5% y paraformaldehido 1 % (mOsm. 981). Celulas 

epiteliales (xl 1.760). 

Rinophore fixed with 2.5% glutaraldehyde and 1% paraformaldehyde (mOsm. 981). 
Epithelial cells (x11.760). 

Fig. 2.— Invagination de tejido epitelial fijado con glutaraldehido 3% y paraformaldehido 2.5% 
(mOsm. 1632) (x7392). En el inset puede verse mitocondrias de las celulas epitelia¬ 
les (xl 8.000). 

Invagination of epithelial tissue fixed with 3% glutaraldehyde and 2.5% paraformal¬ 
dehyde (m OsM. 1632) (x7.392). Mitochondria of the epithelial cells may be seen in the 
inset (xl8.000). 

Fig. 3.— Vista general de epitelio fijado con glutaraldehido 4% y paraformaldehido 3.5% (mOsm). 
2.030) (x7.392). Detalle mitocondrial puede ob'servarse en elinset (xl 8.000). 

General view of epithelium fixed with 4% glutaraldehyde and 3.5% paraformaldehyde 
(mOsm. 2.030) (x7392). Detail of mitochondria may be seen in the inset 
(x18.000). 

Fig. 4.— Observese la ausencia de contenido en las vacuolas de las celulas epiteliales tras la fijacion 
con permanganato potasico al 2% (x20.160). 

Observe the absence of content in the vacuoles of the epithelial cells after fixation with2% 
potassium permanganate (x20.160). 
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ABREVIATURAS 

ci: Citoplasma. Cytoplasm. 

1: Gota lipi'dica. Lipidic drop. 

mv: Microvilli. Microvilli. 

n: Nucleo. Nucleus. 

nu: Nucleolo. Nucleolus. 

REn Reticulo endoplasmico rugoso. Rough endoplasmic reticulum, 

v. Vacuola. Vacuole. 
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